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Zbadano wplyw suplementacji diety sprzezonymi dienami kwasu linolowego
(CLA) na aktywnoS¢ enzymow uczestniczqcych w powstawaniu kwasu arachi-
donowego, a takze okreslono zaleznosci pomiedzy aktywnosciq tych enzymow
w warunkach procesu nowotworowego. Aktywnosé¢ enzymow wyznaczano
w sposob posredni, gdyz ich miarq byla ilos¢ powstajqcego in vitro kwasu ara-
chidonowego, tworzqcego si¢ z kwasu linolowego, okreslana w mikrosomach
watrobowych szczurow szczepu Spraque-Dawley. Wyznaczono ponadto indeksy
aktywnosci: AS-desaturazy (D6D) oraz A’-desaturazy (D3D), przy zastosowaniu
metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcjq UV/VIS.
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Sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA) stanowia grupe izomerdw pozycyjnych
1 stereoizomeréw kwasu oktadekadienowego, o sugerowanym wielokierunkowym
korzystnym dziataniu prozdrowotnym. Aktywno$¢ biologiczna wykazano dotych-
czas dla dwoch izomerow kwasu oktadekadienowego: cis-9, trans-11 (kwas zwaczo-
wy) 1 trans-10, cis-12. Gléwnym naturalnym zrodlem CLA jest mleko i produkty
mleczarskie oraz migso réznych gatunkéw zwierzat przezuwajacych (1). W organi-
zmach ludzkich okoto 90% catkowitej puli CLA jest pochodzenia egzogennego, tak
wigc odpowiednio komponujac positki lub suplementujac dietg, mozna wptywac na
zawarto$¢ CLA w tkankach.

Sposrod wielu wlasciwoscei biologicznych CLA, na szczegolng uwage zastuguja
wiasciwos$ci przeciwnowotworowe (2-5). Sugerowane sa liczne potencjalne mecha-
nizmy dziatania przeciwnowotworowego CLA, sposrod ktérych niezwykle intere-
sujacym wydaje si¢ by¢ zdolnos¢ konkurowania z innymi kwasami ttuszczowymi
w szlakach metabolicznych, ze wzgledu na podobienstwo w budowie (6). Nieliczne
opublikowane badania wskazuja na CLA, jako na jeden z potencjalnych czynnikéw
wplywajacych na aktywnos$¢ desaturacji kwasow thuszczowych (7,8).



534 A. Stawarska i wspot. Nr3

Celem pracy bylo zbadanie wptywu suplementacji diety kwasem linolowym
w postaci sprzgzonej (CLA) na aktywnos$¢ enzymow bioracych udziat w syntezie
kwasu arachidonowego (A A), jak rowniez zbadanie zalezno$ci migdzy ich aktywno-
$cig a procesem nowotworowym. Oznaczano zarowno ilo§¢ tworzacego si¢ w czasie
inkubacji AA, jak rowniez wyznaczano indeksy aktywno$ci A®-desaturazy (D6D)
oraz A’-desaturazy (D5D).

MATERIAL I METODY

Badania uzyskatly akceptacje Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzetach przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (34/2008).

W trakcie trwania eksperymentu wszystkie zwierzgta (samice szczuréw Spra-
que-Dawley) miaty zapewniony ciagly dostep do wody i paszy (pasza hodowlana
Labofeed H) oraz przebywaty w pomieszczeniu o stalej wilgotnosci i temperaturze
(23°C), w ktoérym zachowano 12-godzinny cykl swiatla i ciemnosci.

W 37. dniu zycia zwierzgta zostaty losowo przyporzadkowane do jednej z szesciu
grup eksperymentalnych. Podawano im sonda dozotadkowa preparat Bio-C.L.A.
(Pharma Nord Denmark) w ilo$ci 0,3 cm?/dzien (2% udziat CLA w diecie), w na-
stepujacej sekwencji — od 37. do 50. dnia zycia [C2, E2], od 50. dnia zycia do mo-
mentu dekapitacji [C1, E1] lub przez caty okres zycia [C3, E3]. Grupom C1, C21i C3
podano dodatkowo w 50. dniu Zycia czynnik kancerogenny: 7, 12-dimetylobenz[a]
antracen (DMBA), w ilosci 80 mg/kg m.c. Ponadto, co tydzien, badano zwierzeta
palpacyjnie, w celu stwierdzenia obecnosci guzow. Dekapitowano je w 21. tygodniu
eksperymentu, a do badan pobierano watrobg, z ktorej izolowane mikrosomy (9), do
czasu analizy przechowywano w temp. -70°C.

Preparat Bio-C.L.A (firmy Pharma Nord Denmark) zawieral w swoim sktadzie
mieszaning izomerow: cis-9, trans-11 CLA 1 trans-10, cis-12 CLA w stosunku 1:1
(10).

Aktywnos$¢ enzymow wyznaczano w sposob posredni, gdyz ich miarg byta ilos¢
powstajacego in vitro AA, tworzacego si¢ z kwasu linolowego (LA), okreslana
w mikrosomach watrobowych szczurow (11).

Do badan pobierano po 0,2 cm? zawiesiny mikrosoméw i poddawano je inkubacji
w mieszaninie reakcyjnej (12). W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity nastepuja-
ce sktadniki, ktorych koncowe stezenie w 1 cm? wynosito: 5 uM ATP; 0,1 pM CoA;
1,25 uM NADH; 0,5 uM nikotynamidu; 2,25 uM glutationu; 5 uM MgCl,; 62,5 uM
NaF; 200 nM kwasu linolowego.

Z mikrosoméw watrobowych wyekstrahowano lipidy metoda Folcha (13). Okre-
$lano roznice stezen AA w probkach poddanych inkubacji (1,5 h, w temp. 37°C)
i nieinkubowanych. Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych oznaczano metoda
HPLC z detekcja UV/VIS, po uprzedniej ich estryfikacji (12) (aparat Merck Hi-
tachi, pompa L-7100, detektor UV/VIS L-74200, kolumna YMC-Pack ODS-
AM S-5 pm, temp. kolumny 30°C, dlugos¢ fali A=198 nm). Kazdorazowo okre-
slano w mikrosomach watrobowych zawarto$¢ biatka metoda Lowriego (14),
a stezenie AA wyrazano w przeliczeniu na 100 mg biatka. Wyznaczono po-
nadto indeks aktywno$ci A°-desaturazy (D6D), jako stosunek stezenia kwasu
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v-linolenowego (GLA, C18:3, n-6) do stezenia kwasu linolowego (LA, C18:2, n-6)
w mikrosomach watrobowych i indeks A>-desaturazy (D5D), wyrazony stosunkiem
stezenia kwasu arachidonowego (AA, C20:4, n-6) do stgzenia kwasu dihomo-y-
linolenowego (DGLA, C20:3, n-6).

Otrzymane wyniki poddano ocenie statystycznej przy zastosowaniu programu
Statistica 10.0 (analiza wariancji — ANOVA, test Tukey a).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Uzwierzatz grupniepoddanychdziataniu 7,12-dimetylobenz[a]antracenunie stwier-
dzono w czasie trwania eksperymentu spontanicznych nowotworow, niezaleznie od
zastosowanej modyfikacji diety. Podanie czynnika kancerogennego skutkowato wy-
stgpowaniem guzow nowotworowych gruczotéw sutkowych, ktore zostaty zidentyfi-
kowane w badaniu histopatologicznym jako gruczolakoraki sutka. Jednoczes$nie zaob-
serwowano hamowanie indukcji procesu nowotworowego w dwoch grupach, w ktorych
dieta byla wzbogacana w CLA. Najsilniejszy efekt ochronny stwierdzono w grupie C3,
w ktorej suplementacja sprzezonymi dienami kwasu linolowego trwata najdtuze;.
W grupie tej, jedynie u jednego z dziewigciu zwierzat pojawily si¢ gruczolakoraki
sutka. Nie stwierdzono powyzszej zaleznosci w przypadku krétkotrwatego wzbo-
gacania diety w CLA (C2 — od 37. do 50. dnia zycia), kiedy nastapita najwyzsza
zapadalno$¢ na nowotwory, bo az 100% (tab. I).

W przeprowadzonym do§wiadczeniu zaznacza si¢ wyrazny przyrost zawartosci AA
w grupach z chemicznie indukowanym nowotworem (najwyzszy w Cl1 — 0,82 +
0,15 mg/100 mg biatka), w poréwnaniu do analogicznych grup bez dodatku DMBA.
Podobna tendencja zarysowata si¢ w przypadku aktywnosci D6D, ktora w grupie
C1 wyniosta (3,81 + 0,12)*103, a najnizsza byta w grupie E3 — (2,29 £ 0,02)*107.
Aktywnos¢ D5D byta natomiast nieco nizsza w grupach, ktérym podano czynnik
kancerogenny. Nasilona konwersja do AA, katalizowana przez badane desatura-
Zy, uznawana jest za niekorzystna dla organizmu, poniewaz moze prowadzi¢ do
zwigkszonej produkcji eikozanoidow, ktérych prekursorem jest AA. Do zwiazkow
tych zaliczana jest m.in. prostaglandyna E, (PGE,), ktdrej przypisywane jest dzia-
fanie prozapalne i pronowotworowe (4,15). Zwigkszona aktywnos$¢ tych enzymow
W procesie nowotworzenia wykazano migdzy innymi w badaniu przeprowadzonym
przez He i wsp. (16).

Oceniajac wptyw czasu podawania CLA na poziom AA, stwierdzono, ze w gru-
pie suplementowanej najdtuzej (E3), bo od 37. dnia zycia do momentu dekapitacji,
nast¢powato znaczne obnizenie st¢zenia AA, w odniesieniu do zwierzat krocej
suplementowanych. W tej grupie rowniez aktywnosci D6D i D5D byty najnizsze.
Wskazuje to na hamujacy wptyw sprz¢zonych dienéw kwasu linolowego na ak-
tywno$¢ badanych desaturaz. Podobne wyniki uzyskali Bretillon i wsp. (8) oraz
Thijssen i wsp. (7).

W procesie metabolicznym, CLA konkuruje z LA o aktywno$¢ kluczowych en-
zymoOw sterujacych jednoczesnie przemianami obydwu zwiazkéw. Konsekwencja
powyzszego dzialania CLA jest zmniejszenie poziomu metabolitow LA, w tym AA
1 powstajacych z niego prostaglandyn serii 2 (4,15).
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WNIOSKI

1. Zastosowane w do§wiadczeniu warunki eksperymentalne z wykorzystaniem mi-
krosomow watrobowych szczuréw i HPLC umozliwiaja posrednie oznaczenie
aktywnosci A’- i AS-desaturazy.

2. Dhlugotrwate podawanie w diecie sprz¢zonych dienéw kwasu linolowego obnizato
aktywno$¢ enzymow watrobowych — szczegolnie A®-desaturazy i ilo$¢ powstaja-
cego AA u szczurdw w stanie fizjologicznym.

3. Obecnos¢ nowotworu indukowata aktywnos¢ D6D, co wptywalo stymulujaco na
przyrost AA w strukturach komorkowych.

A. Stawarska, A. Biatek, M. Lukasik, A. Tokarz

THE INFLUENCE OF DIET SUPPLEMENTATION WITH CONJUGATED
LINOLEIC ACIDS ON DESATURASES (A°, A%) ACTIVITY IN RAT HEPATIC
MICROSOMES IN CANCEROUS STATE

Summary

The aim of this study was to determine the effect of dietary CLA supplementation on the activity of
enzymes involved in the synthesis of arachidonic acid (AA) and to determine the relationship between
the activity of the enzymes and tumors. We used HPLC with UV/VIS detection to determine desaturases
activity in rat hepatic microsomes. The desaturases activity was determined indirectly by measuring the
amount of AA formed from linoleic acid in vitro by the action of the enzymes. In addition, the indices
of AS-desaturase (D6D) and AS-desaturase (D5D) were determined. Statistically significant differences
in the desaturases activity were found among the experimental groups. DMBA significantly increased
the activity of the enzymes. A negative correlation was observed between the supplementation of CLA,
and the enzymes’ activity.
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